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Purpose of Study: Peripheral nerve regeneration depends on neurotrophism of distal nerve stump, recovery potential of neuron, supporting cell like
Schwann cell and neurotrophic factors such as BDNF. Peripheral nerve regeneration can be enhanced by the conduit which connects the both sides of
transected nerve. The conduit maintains the effects of neurotrophism and BDNF produced by Schwann cells which can be made by gene therapy. In
this study, we tried to enhance the peripheral nerve regeneration by using calcium phosphate coated porous conduit and BDNF-Adenovirus infected
Schwann cells in sciatic nerve of rats. 
Materials and Methods: Microporous filter which permits the tissue fluid essential for nerve regeneration and does not permit infiltration of
fibroblasts, was made into 2mm diameter and 17mm length conduit. Then it was coated with calcium phosphate to improve the Schwann cell adhesion
and survival. The coated filter was evaluated by SEM examination and MTT assay. 
For effective allogenic Schwann cell culture, dorsal root ganglia of 1-day old rat were extracted and treated with enzyme and antimitotic Ara-C. 
Human BDNF cDNA was obtained from cDNA library and amplified using PCR. BDNF gene was inserted into adenovirus shuttle vector







을 많이 사용해왔다. 자가 신경이식은 그 성공률이 80%로 보
고되고있지만, 신경손상의정도나손상기간, 환자의나이등




재생법을 개발하기 위한 여러 연구들이 진행되어 왔는데, 최
근에는 분자 수준에서 신경세포의 구조와 기능이 해명되고,
신경전달 물질과 신경 영양 인자가 속속 밝혀지면서, 이들을
신경손상을포함하는각종신경계질환에이용하는조직공학
적접근법이시도되었다. 그중말초신경재생을위한노력으





서 신경결손 길이가 큰 실제 임상 상황에서는 통상적인 신경
유도관의 사용만을 사용하여 적용하는 것은 한계가 있다. 이
에신경손상후세포부착물질(cell adhesion molecules)을분비하
고, 라미닌(laminin)과 4형콜라겐(type IV collagen) 등의기저막
(basement membrane)의구성성분및신경성장인자(nerve growth





타내었다고보고하였다. 또한, Xu 등8)은유도관내에슈반세포
를 넣은 후 관찰한 실험에서 절제된 척수의 재생을 보고하였
고, Guenard 등17)은중추신경계의세포중신경재생을촉진하
는기능을가진성상세포도슈반세포와같은역할을할수있
으며, 슈반세포와 함께 사용하여 좋은 결과를 얻었다는 보고
를한바있다. 이와같은연구에서지지세포를많이넣을수록





있다. 신경결손 시 근위단에서 신경 재생이 이루어지게 되는
데, 이는 원위단에서 분비되는 향신경성 인자의 자극 효과에
의존한다. 이와 같이 신경 재생에는 원위신경단의 잠재적 향
신경성영향(potential neurotrophic influence)과 근위 신경세포의
재생능이중요한역할을한다. 그러므로원위신경단과근위신
경단을도관(conduit)으로연결하여신경말단의표적기관의향






days later. RT-PCR was performed to evaluate the secretion of BDNF in infected Schwann cells. To determine the most optimal m.o.i of BDNF-Ad,
we infected the Schwann cells with LacZ adenovirus in 1, 20, 50, 75, 100, 250 m.o.i for 2 hours and stained with �-galactosidase. 
Rats(n=24) weighing around 300g were used. Total 14mm sciatic nerve defect was made and connected with calcium phosphate coated conduits.
Schwann cells(1x106) or BDNF-Ad infected Schwann cells(1x106) were injected in conduit and only media(MEM) was injected in control group.
Twelve weeks after surgery, degree of nerve regeneration was evaluated with gait analysis, electrophysiologic measurements and histomorphometric
analysis. 
Results: 
1. Microporous Millipore filter was effective conduit which permitted the adhesion of Schwann cells and inhibited the adhesion of fibroblast. We
could enhance the Schwann cell adhesion and    survival by coating Millipore filter with calcium phosphate. 
2. Schwann cell culture technique using repeated treatment of Ara-C and GDNF was established. The mean number of Schwann cells obtained 1
and 2 weeks after the culture were 1.54±4.0×106 and 9.66±9.6×106. 
3. The mRNA of BDNF in BDNF-Ad infected Schwann cells was detected using RT-PCR. In Schwann cell 0.69 μg/μl of DNA was detected and in
BDNF-Adenovirus transfected Schwann cell 0.795 μg/μl of DNA was detected. The most effective infection concentration was determined by
LacZ Adenovirus and 75 m.o.i was found the most optimal.
Conclusion: BDNF-Ad transfected Schwann cells successfully regenerated the 14mm nerve gap which was connected with calcium phosphate
coated Millipore filter. The BDNF-Ad group showed better results compared with Schwann cells only group and control group in aspect to sciatic
function index, electrophysiologic measurements and histomorphometric analysis.  
Key words : Peripheral nerve regeneration, Calcium phosphate coating, Nerve conduit, Schwann cell, BDNF(Brain-derived Neurotrophic factor),
Adenovirus
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용하여도관을만들고, 관내면을칼슘포스페이트로피복함으














경성장인자중 brain-derived neurotrophic factor(BDNF) 유전자를
슈반세포에 이입시켜 다량의 기능적인 신경성장인자를 생산
분비할수있도록하였고, 마지막으로, 이렇게만들어진인공
신경을백서의말초신경결손재건모델에적용하여조직학적
및 기능 신경생리학적으로 신경의 회복정도를 비교하였다
(Fig. 1).
Ⅱ. 연구 배경 및 문헌 고찰
슈반세포와신경축삭간의상호작용에관한정확한기전은
완전히 밝혀지지는 않았으나 슈반세포는 신경축삭의 성장에
필수적인기질을제공하고여러종류의생물활성인자를분비
하는 것으로 알려져 있다. 슈반세포는라미닌, 콜라겐과 같은
세포외기질을 생산하고, L1, N-catherin, γ1 integrin 및 N-
CAM(cell adhesion molecule) 과같은세포부착단백질을생산하
며18), NGF, BDNF, ciliary neurotrophic factor(CNTF)와같은신경영
양인자를분비한다19). 슈반세포는신경능(neural crest)세포에서
기원하여쥐의경우태생 15일에서 17일사이에그전구세포로
부터 분화하는 것으로 밝혀졌으며20,21), 이 시기에 전구세포와




및 분화하는 신경축삭에서 분비되는 β-neuregulin(NRG-β)24)이
관여하는것으로알려져있다. 이렇게분화및성숙된슈반세
포는그전구세포와달리신경축삭의운명과관계없이생존에
필요한 영양인자를 스스로 분비하는 방식(autocrine survival
loop)22)으로축삭과독립되어생존할수있다. 이는신경의손상
시 슈반세포의 생존 및 증식을 통하여 축삭의 재생이 유도된
다는점에서매우중요한의미를갖는다. 또한체외배양할경
우 슈반세포는 생존에 필요한 여러 자가 분비 영양인자를 충
분한농도로생산할수있는밀도까지증식할수있다.
말초신경의유지및재생에관여하는슈반세포의체외배양
은 Wood 등25)에 의한 척수후근절 외식체(explants)에서 채취한
세포의배양, 또Brockes 등26)에의한좌골신경에서분리한세포
들의 Thy-1 항체를 이용한 면역선택 배양법(immunoselective
method) 이후인간을포함한여러종의포유류의말초신경및
척수후근절로부터 슈반세포를 분리, 배양 하는 기술과 그 수
율을 높이기 위한 시도가 많은 연구자들에 의해 이루어졌다.
특히Morissey 등27)은말초신경손상시발현되는슈반세포의내
재적인 증식능을 극대화시킴과 동시에 증식속도가 상대적으
로빠른좌골신경내의섬유모세포를감소시키기위한방법으
로, 백서 성체에서 채취한 좌골신경 외식체를 콜라겐 피복된





세포를 배양하는 계기가 되었다10,11,29-33). 이와 함께 슈반세포의
증식에 관여하는 여러 약제 및 인자에 대한 연구도 활발하게
진행되었다. Brockes 등34,35)은 소의 뇌조직과 뇌하수체에서




를 통하여 GGF는 neuregulin family의 일원이며, 다른 3종류의
단백질, neu differentiation factor(NDF/NRG-β), heregulin,
Acetylcholin-receptor-inducing activity(ARIA) 등37,38)과함께같은유
전자가 서로 다르게 접합되어 발현되는 것으로 알려졌다. 또
한, GGF는 epidermal growth factor(EGF)의 세포막 외측 영역과
상동관계인 것으로 알려졌으며, ErbB 수용기39,40)들을 통해 슈
반세포에 비슷한 영향을 미치는 것으로 보고되었다. 이러한
연구들을 통해 얻은 결과를 토대로 위의 영양인자 및 필수적
Fig. 1. Schematic drawing of the experimental design.
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인 영양인자를 첨가한 무혈청 배지30,31)를 이용한 섬유모세포
증식의 억제 및 슈반세포 배양을 시도한 많은 연구결과들이






경계 질환의 치료에서 먼저 시작되었는데 Kromer와
Cornbrooks43)는 3mm의 간격의 인위적 뇌손상을 준 후 배양된
슈반세포를이식한결과신경세포축삭(cholinergic axons)의빠




corticospinal tract(CST)의 연결(tissue bridge)을 형성하지는 않았





였다. 말초신경 결손부에의 슈반세포의 실험적 적용 또한 여
러 연구자들에 의해 시도되어 성공적인 결과가 보고된 바 있
다. Guenard 등9)은반투과성신경재생관에다양한밀도의자가
및 이종 슈반세포를 넣은 후 이식하고 이를 자가 신경이식과
비교한연구에서자가신경이식보다는못하였지만자가세포
의밀도가가장높은재생관이식군이가장좋은결과를보였
다고보고하였다. Levi 등47) 역시영장류를실험대상으로기능
적, 조직학적결과를비교한결과비슷한결과를얻었다고보




하나인 성상세포(astrocyte)와 슈반세포를 혼합하여 좌골신경
결손부에이식했을경우, 성상세포단독으로이식한경우에서
보이는 신경축삭재생의 저해를 부분적으로 역전시키는 것으
로나타났다고보고하였다. 
최근에는신경재생에있어서세포를이용하는보다적극적
인 방법으로, 유전자 조작을 통하여 더욱 많은 신경성장인자
를분비하도록세포를변형한다음이식하는방법이시도되고
있다. Rosenberg 등49)은섬유모세포에 retrovirus를이용해NGF유





결과 6개월간 NGF를 발현하였고, 콜린성 신경세포의 변성을
막았다고 보고함으로써, retrovirus를 통한 섬유모세포 유전자
이입은세포를공여하는숙주의연령과관계없이가능하다고
설명하였다. Nakahara 등51)은 섬유모세포에서 NGF, BDNF,
nerotrophin-3(NT-3) 및 basic fibroblast growth factor(bFGF)를각각
발현하도록 유전자 이입한 다음 손상되지 않은 백서 성체의
척수에이식한뒤신경세포의반응을관찰하였는데, 운동신경
의 축삭들은 어떠한 인자에도 반응을 나타내지 않았으며, 척
수후근절에서기원한축삭들은 NGF, NT-3 및 bFGF를분비하
는세포에반응을나타내었으나 BDNF에는역시반응을나타
내지 않았다고 보고하였다. 한편, 슈반세포 및 말초신경에대
한 유전자 이입도 시도 되어, Feltri 등52)은 SV-40 promotor를 갖
고있으며 LacZ 유전자가이입된 retrovirus를이용하여체외배
양된슈반세포를감염시킨뒤백서의좌골신경결손부에이식
한 결과, 재생되는 축삭을 따라 형태학적으로 정상인 신경수
초가 형성되었고, 이는 슈반세포가 인위적으로 증식된 뒤 유
전자변형을거치더라도재생하는신경축삭의신호에정상적
으로반응할수있음을보여준다고보고하였다. Tuszynsky 등53)
은 retrovirus를이용해체외배양된슈반세포에 NGF 유전자를
이입시킨 뒤 손상되지 않은 백서의 척수에 이식하여 이식된
슈반세포의 생존과 신경축삭의 성장 및 수초의 형성 등을 관
찰하였다. 이연구에서이식된슈반세포는최장 1년간생존하
였고, 최소 6개월간 NGF 유전자발현을하였으며, 감각신경의
축삭들이이식체주위로밀집되어성장하였으며, 수초형성역
시정상적으로이루어졌고, 실험동물의운동기능역시정상적





다고 보고하였다. 그러나 위의 연구들은 중추신경계 질환에
초점을 맞추어 지속적인 유전자의 발현을 위하여 retrovirus를
이용하였는데, retrovirus는 숙주의 염색체에 무작위로 삽입되
기때문에숙주의유전자가영구적으로변형될수있고, 정확
한유전자의발현을조절할수없으며, 유전자의전달부위가
분열 중인 세포(dividing cell)를 가진 조직으로 한정되고, 유전
자치료에서 요구되는 높은 역가(high titer)로 생산하기 어렵다
는 단점이 있어 adenovirus를 이용한 유전자 이입이 연구되기
시작하였다. Shy 등55)은 CMV promotor의 조절 하에 LacZ 유전
자를 발현하는 adenovirus를 체외 배양된 슈반세포 및 백서의
좌골신경에감염시킨결과 adenovirus를통한슈반세포에의유
전자이입이가능하였고, 체외배양된슈반세포에서는최장 2
주간, 좌골신경에서는45일간, LacZ 유전자가발현되었다고보
고하였다. Sorensen 등56)은백서의좌골신경에손상을가한뒤,
LacZ adenovirus를감염시킨결과최장 68일까지이입된유전자
가발현되었고, 이 vector 자체가신경축삭의재생을방해하지
는 않았다고 보고하였다. 특기할 만한 사실은 cyclosporin A의
주입을통한면역억제를할경우슈반세포의증식은감소하였
으나, LacZ 유전자를 발현하는 슈반세포의 수와 비율은 면역
억제를 하지 않은 경우보다 더 높았다고 보고한 것이다. 또,
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Joung 등57)은HiB5 세포주를이용한실험에서 adenovirus가왕성
하게증식하는신경간세포(neuronal stem cell) 뿐만아니라, 완전
히 분화되어 더 이상 증식하지 않는 세포도 효과적으로 감염
시킬수있다고보고하였다. Blits 등58)은 NT-3 유전자가삽입된
adenovirus를늑간신경(intercostal nerve)에감염시킨뒤인위적으
로 만든 백서 척수 결손부에 이식한 결과, CST의 신경섬유들
이 직접 이식체를 관통하여 성장하지는 않았으나, 대조군에
비해 축삭의 재생이 촉진되었고, 뒷다리의 운동기능 역시 항
상 되었다고 보고하였다. 이상에서 살펴본 바와 같이 유전자
변형 세포를 이용한 신경의 재생에 대하여 많은 연구들이 진




Ⅲ. 재료 및 방법
1. 밀리포아(Millipore�) 필터를 이용한 신경 재생관의 제작
섬유세포는침투하지않으나조직액이적절히관내로유입
되어신경세포나슈반세포에영양을공급할수있는미세공성
의 cellulose acetate 밀리포아 필터(Millipore, USA, pore size 0.45
㎛)를교정용철사(0.016 inches)를이용하여, 평균직경 1.28 mm
인 백서 좌골신경과의 미세 접합이 가능하도록 내경이 2 mm
가 되는 도관을 형성하였으며, 이음매는 가능한 세공이 많이
막히지않게풀(MF cement, Millipore, USA)로접착하였다. 
2. 인회석 박막 피복 및 세포부착도 검사
제작된도관에슈반세포의부착과생존을증진시키기위해
김 등59,60)의 방법대로 인회석 박막 피복을 시행하였다. 과포화
상태로 안정화된 칼슘 이온 용액과 포스페이트 이온 용액을
낮은온도에서혼합하여칼슘-포스페이트인회석결정체를합
성한 후 여과하였다. 여과된 인회석 결정체를 말린 후 0.2 N
HCl (1 mg/ml) 에녹였다. 준안정(metastable)의칼슘과포스페이
트이온용액을얻기위해, 이산성이온용액 1ml를 0.2 M의수
산화메틸아미노메탄 용액 1.35 ml와 섞어 4℃에서 칼슘-포스
페이트침전물을만든다음, 침전물은밀리포아필터(pore size:
0.22㎛)로여과하여준안정의이온용액(pH 7.3)을얻었다. 밀리
포아 필터 표면 위에 칼슘-포스페이트의 핵형성을 유도하기
위하여 8℃에서 24시간 동안 준안정의 칼슘-포스페이트 용액
에 피복시킬 신경재생관을 담가 두었다. 이후 인회석 결정들
의 성장에 의한 저결정 수산화인회석(low-crystalline calcium
phosphate apatites; LCAs)의박막피복을형성하기위해온도(60
℃까지)를증가시켜피복처리를하였다. 박막피복정도를확
인하기 위해 피복된 도관을 종축으로 이등분하고 내강을 잘
편후 isoamyl acetate에담갔다가이산화탄소를사용한임계점
건조기로 건조시키고 금을 증착하여 주사전자현미경 (JSM-
6000 series, WDS/ EDS system, Japan)으로관찰하였다. 
세포활성도 및 부착도 검사를 위하여 96-well plate(Falcon,
USA)의각 well에꼭맞는크기로밀리포아필터와인회석박
막을피복한밀리포아필터를적합시킨다음 NIH 3T3 세포주
와척수후근절에서분리배양한슈반세포를각well당 1.0×104
개씩 분주한 후 48시간 동안 배양하고 세포활성도를 위해
MTT assay를, 그리고 세포 부착도를 파악하기 위해 주사전자
현미경으로관찰하였다. 대조군으로는아무런처리를하지않
은 96-well plate로상정하였다. MTT assay를위해배양액 500㎕
당 20㎕의 MTT reagent (ATCC catalog # 30-1010k, USA)를넣고
보라색침전이보일때까지 4시간동안배양하였다. 그리고배
양액을 따라내고 200㎕의 isopropanol을 넣고 5-6분간 orbital
shaker에 넣고 다시 약 2시간 동안 실온의 암소에 두었다가
570nm 파장으로흡광도를읽었다. 주사전자현미경관찰을위
해 half Karnovsky solution에 2시간 동안 전고정하고, 이후 2%
osmic acid에 1시간 후고정한 다음 에탄올의 농도를 상승시켜
가며탈수시켰다. 이후 isoamyl acetate에담갔다가이산화탄소
를사용한임계점건조기로건조시키고금을증착하여주사전
자현미경 (JSM-6000 series, WDS/ EDS system, Japan)으로 200배
의 배율로 무작위로 3부위를 관찰하여 600×500㎛ 부위에 부
착되어있는세포수를산출하였다.
3. 슈반세포의 분리 및 배양
1) 척수후근절채취
1일령의백서(Sprague Dawley, 샘타코)를얼음에묻어서마취
시킨후, 70% 냉각에탄올과CMF-HBSS(Gibco, USA) 용액에각
각 담가 소독하였다. 등의 피부를 종절개하여 척추를 노출시
키고, 척추를 다시 종절개한 다음 척수와 연조직을 제거하고
후근절을 가능하면 많이 채취하였다. 채취한 후 조직은 바로
Fig. 2. Dissected spine for DRG harvesting from 1-day
old rat.(Black arrowheads indicate dorsal root ganglia)
대구외지 2005;31:199-218
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차가운 CMF-HBSS 용액이나 PBS(Gibco, USA) 용액에 담아서
보관하였다(Fig. 2). 모든채취는미세섭자및미세가위를사용
하였으며 해부현미경(Olympus SZ-40, Japan) 하에서 시행하였





HBSS 용액을 천천히 제거하였다. 0.25% collagenase(collagenase
type I, Worthington, USA) 1ml와 부가적으로 0.2% DNase(Gibco,
USA) 0.1ml를 넣은 후, 37℃에서 70분간 배양하였다. 배양 후
800rpm에서 5분간 원심분리하여 상층액을 제거하고 0.125%
trypsin-EDTA(Gibco, USA) 용액 2ml를넣은후다시 5 내지 10분
간 37℃에서처리하였다. 처리후혈청을함유한배양액 5ml을
첨가하여충분히피펫팅한후, 800rpm 5분간원심분리해서상
층액을제거하고, 다시 10ml 정도배양액을첨가하여세포들을
부유시키고 cell strainer(Falcon, USA)를이용하여이물질을제거
한세포와배양액을얻었다. 여과된표본을 1,000rpm, 4℃에서
5분간원심분리하였는데, 상태에따라추가적으로 1,200rpm에




일차배양 20시간이 지난 후, cytosine arabinoside(Cytosine-D-
Arabino-Furanoside, Ara-C, Sigma, USA)가 5μM의농도로첨가된
배양액으로 교환하고, 48시간 후에 glial cell line-derived neu-
rotrophic factor(GDNF, Sigma, USA) 0.2㎍/ml와 Ara-C가 첨가된
배양액으로교환하였다. 일차배양에서슈반세포의성장이육
안으로확인될정도로잘성장하였을경우에는 GDNF 처리를
생략하였다. 이후 배양 중에 섬유모세포의 비율이 높아질 경
우Ara-C가첨가된배양액으로2회정도교환해주었다.
4) 면역세포검사및세포수산정
통상적인 헤마톡실린-에오신(H&E) 염색을 시행하였으며,
산성단백질로 발생학적으로 신경외배엽(neuroectoderm)에서
유래한 조직에 분포하는 S-100 단백질에 대한 항체(polyclonal,
rabbit, 1:100;Dako, Denmark)를 사용하여 면역세포형광염색을
시행하였다. 간단히살펴보면슈반세포를커버슬립위에서 24
시간 동안 배양 후 pH 7.4의 PBS로 3회 수세한 뒤, 4%
paraformaldehyde로 30분간 고정하였다. 다시 PBS로 수세한 뒤
0.2% Triton-X100(in PBS) 용액으로 30분간처리한후, 정상산양
혈청(normal goat serum)으로비특이적환경을없애준다음, 1차
항체로 45분간 실온에서 rabbit polyclonal S-100 항체와 반응시
켰다. 마지막으로, PBS로수세후 2차항체(Goat anti rabbit Ig-G-




행한 후에는 필요한 경우 조직 절편을 만들어서 계산하였다.
혈구계산판을이용하여동일한연구자가최소 5회이상계산
하여 평균치를 구하였다. 계산한 세포수에 10,000배를 해서 1
ml 안의세포수를계산하였다(Student’s t-test, Mann-Whitney U-
test, p-value< 0.05).
4. Adenoviral vector를 이용한 BDNF 유전자의 슈반세포
로의 이입*
1) 재조합BDNF-Adenovirus(BDNF-Ad)의생산
BDNF-Ad shuttle vector와 전체 adenovirus 5의 genome을 가지
고있는 pJM17 plasmid를 293 cell에 co-transfection하여 adenovirus
genome sequence간에 homologous recombination이 일어난replica-
tion-incompetent BDNF-Ad를 single plaque로 분리하여 wild-type
adenovirus를 제거하였다. 최종 분리한 재조합 virus를 다량의
293 packaging cell-line에감염시키고, 이틀후세포에독성을나
타낼때세포를채취하여 -80 ℃에서냉동과해동을 5회반복하
고, 각단계마다 vortex로과격히흔들어주어 virus 혼탁액을얻
었다. 이렇게얻어진 recombinant adenovirus(Fig. 3)가 E1이제거




히 기술하면, TRISOL LS Reagent(Invitrogen, USA)를 이용하여
배양된슈반세포와BDNF-Adenovirus에 50 m.o.i.로감염된슈반
세포에서 RNA를 추출한 다음, UV/Visible spectrophotometer
(UltroSpec 3000, Pharmacia Biotech, USA)를 사용하여 RNA농도
를 결정하였다. RQ1 RNase-Free DNase kit(Promega, USA)를 이
용하여 RNA샘플로부터 DNA를 제거한 후, 역전사효소
(SuperScriptII RT, Invitrogen, USA)를 이용하여 cDNA를 합성하
였다 . 이후 BDNF cDNA를 복제하기 위해 제작된
Primer(Forward : 5’-AGCCTCCTCTACTCTTTCTG-3’, Reverse :
5’-TCCACTATCTTCCCCTTTTA-3’)와 1㎕의 first-strand cDNA
반응액(0.25㎍)을 사용해 PCR을 수행하였다. Taq DNA poly-
merase(Labopass, Korea), 각 primer 1pmole, 2.5mM dNTP 3㎕,
cDNA 1㎕, 반응 buffer를첨가해최종부피가 30㎕가되도록하
였다. PCR기기(Techgene, Techne, England)를사용해 denaturation
을 위하여 94℃에서 2분간 실시하였다. denaturation, annealing,
extension의조건으로각각 94℃/1분, 56℃/30초, 72℃/1분30초의
cycle을 32회 실시하였다. 72℃에서 5분간 한 번 더 extension하





E1이결실된 shuttle vector pACCMV.pLpA(8.8 kb)에 LacZ gene을
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복제하고 pJM17(40.3kb) adenoviral plasmid와 재조합하여 얻은
replication-incompetent 재조합 LacZ adenovirus를 293 packaging
cell-line에 접종해서 증폭하여 virus-media 혼탁액을 얻었다. 배
양한 슈반세포를 24-well plate에 5×104cell을 분주한 뒤 3일간
배양한 뒤, 약 80%의 confluence에 다다르게 하였다. 5×109
pfu/ml의 virus stock을 serum free media에희석하여각각의well에
1, 10, 50, 75, 100, 250, m.o.i. 가되게 2시간동안LacZ adenovirus를
감염시켰다. 감염 3일후각각의세포에서LacZ의발현정도및
독성도를알기위해β-gal 염색을시행하였다.
* 본 연구에서사용한 BDNF-Adenovirus는 공동 연구자인경
희대학교 신경발생학 실험실(교수: 김윤희)에서 제작하
였음




초신경 결손부 재건 시 신경재생효과 파악을 위한 본 연구의
최종연구목표를위해앞서제작한한신경재생관과BDNF-Ad
를 이입한 슈반세포를 생후 8주된 300g 내외의 백서(Sprague
Dawley, 샘타코; 최소실험 7일전부터 12시간주기로자유롭게
물과먹을것들을주면서서울대학교치과대학의동물실험지
침에 따라 사육과 실험을 진행하였음.)에 이식하였다. (실험 I
군, n=8, BDNF-Sch군) 그리고 BDNF-Ad를이입시키지않은슈
반세포와인회석박막피복도관이용군(n=8, Sch군)을실험 II
군으로, 인회석 박막피복도관에 단지 media만 넣은 것(MEM
군)을 대조군으로 삼았다. 2주간 증식시킨 슈반세포에 75 moi
의 BDNF-Ad를넣은후 2시간이지난뒤세포수가 1×106개/40
㎕가 되게 농축하였다. 염산케타민(Ketararr�, 50mg/ml, 유한양
행, 한국)과럼푼(Rompun�, 5mg/ml, 한국바이엘, 한국) 칵테일
(3:1 혼합액)로마취후약 4cm 길이의좌골신경을노출시킨다
음 10mm의 좌골 신경 결손을 형성하고 17mm 길이의 인회석
박막 피복 신경재생관을 신경 절단부에 대고 신경 결손 간격
이 14mm가되게양쪽신경단이관내로 1.5mm씩들어가게 10-0
나일론(Ethicon, GB)으로 미세봉합을 시행하였으며, fibrin
sealant(Greenplast�, 녹십자)로 신경과 신경재생관의 원위 연결
부를 먼저 밀봉하고 Hamilton syringe를 이용하여 신경재생관
내에 BDNF-Ad에 감염된 슈반세포, 감염되지 않은 슈반세포
및 MEM 만을각각 40㎕씩주입하였으며술후면역억제를위
해 cyclosporine A(Sandoz, Swiss)를올리브유에섞어 20mg/kg/day
로위장관투여하였다(Table 1). 
1) 좌골신경기능지수(Sciatic Function Index ; SFI)
술 후 12주째에 좌골신경의 손상 정도를 파악하기 위하여
Bain-Mackinnon-Hunter(BMH) sciatic function index61)를 조사하였
다. 우선백서의뒷다리족저에잉크를바른뒤암실로이루어
진 직선의 주행로(8×50cm)를 여러 차례 지나가게 하여 족적
Table 1. Animal grouping for rat sciatic nerve regeneration




BDNF-Sch: The groups grafted with Ca-P coated Millipore conduit that filled
with BDNF-Schwann cells. 
Sch: The groups grafted with Ca-P coated Millipore conduit that filled with
Schwann cells. 
MEM: The groups grafted with Ca-P coated Millipore conduit that filled with
media(MEM) only.
Fig. 3. BDNF-Adenovirus that we constructed. 
BDNF gene was inserted at E1 deleted region. 










TSF ITF PLF SFI
대구외지 2005;31:199-218
206
을 검사하였다. 검사항목은 PL(print length), TS(toe spread),
IT(intermediary toe spread)이며 각각 PLF(PL Factor), TSF(TS
Factor), ITF (IT Factor)를다음의공식에대입하여수치를구하
였다. 정상은 0이며 -100의수치는좌골신경이완전절단된상
태로판단하였다(Fig. 4).  
SFI = -38.3(EPL-NPL/NPL) + 109.5(ETS-NTS/NTS) + 13.3(EIT-
NIT/NIT)-8.8
EPL; experimental paw length
NPL; unoperated normal paw length
ETS; distance between the first and fifth toes of operated experi-
mental foot
NTS; distance between the first and fifth toes of unoperated experi-
mental foot 
EIT; distance between the second and forth toes of operated experi-
mental foot
NIT; distance between the second and forth toes of unoperated
experimental foot
2) 전기생리학적검사
술후 12주째염산케타민(Ketara�, 50mg/ml, 유한양행)과럼푼





ing electrode)을 그리고 ground plate를 적당한 곳에 위치시켰다.
전기자극기(WPI model 1835-A, World Precision Instruments, USA)
를이용하여자극기간 1ms, 자극강도 100㎂에서전기자극을시
작하여반응이있을때까지증가시킨후이전기신호(signal)를
amplfier(DAM-80 , World Precision Instruments, USA)를거쳐 oscil-
loscope(TDS 2014, Tektronix, USA)와 audio monitor(GRASS AM 8
audiomonitor, Grass Medical Instruments, USA)로잠복기(latent peri-
od)를측정하여각실험군및대조군, 그리고반대측정상신경
의 역치와 신경전도속도(nerve conduction velocity)를 구하였으





glutaraldehyde에고정하고, 2% osmium tetroxide에후고정을시행
하였다. 각신경을 100% Epon에포매시킨다음신경재생관내
에서 신경재생관의 중앙부에서 1㎛ 두께의 절편을 만든 후,
toluidine blue에염색한후일부를컴퓨터화상분석(Scion Image
beta 4.02, NIH, USA)을 시행하여 전체 신경속(fascicle)의 면적
(mm2), 축삭밀도(axon/mm2) 및신경수초의두께를측정비교하
였다. 또한, 일부의조직은슈반세포표지인자로알려진 S-100
단백질의존재를확인하기위하여 1차항체로 S-100(polyclonal
rabbit anti-cow, N 1573, Dako, Denmark) 항체와 Avidin-Biotin
enzyme complex를 이용한 면역조직학적 염색을 시행하였다.
조직을채취한뒤 10% 포르말린에 24시간고정하였으며탈수
과정을거친후파라핀블록을제작하였다. 4㎛의두께로절편
을제작한후폴리라이신(poly-D-lysine, Sigma, USA) 피복슬라
이드에옮겼다. 절편을탈파라핀하고수화한후 0.01N 염산에
포함된 0.4% 펩신을이용하여처리하였다. 내재성의 peroxidase
는메탄올에포함된 0.3% 과산화수소로처리하여추가적인작
용을방지하였다. 절편은토끼혈청을이용하여 1:1,000으로희
석된 1차항체와 4℃에서 18시간동안배양하였다. 2차항체로
biotinylated affinity-purified Swine anti-rabbit Ig을 이용하였고, 배
경염색으로 Mayer’s hematoxyline을 사용하였다. 모든 염색은




신경재생관은 Fig. 5에서와 같이 제작하였으며 주사전자현
미경 상 밀리포아 막 자체는 다공성의 조면을 가지고 있었으
며, 인회석 박막을 피복하여도 다공성의 형태를 잘 유지하였
다(Fig. 6).
2. 섬유모세포 및 슈반세포의 세포 활성도
1) 섬유모세포및슈반세포의세포활성도
섬유모세포를 이용한 세포활성도에서 인회석 박막 피복군












위에서 시행한 바와 같이 각 세포군을 2.5% glutaraldehyde로
10분간고정시킨후주사전자현미경으로관찰한결과슈반세
포는 인회석 박막 피복군에서는 38.21±10.05, 그리고 비피복
군은 24.36±5.55개로 피복군에서더 나은 세포부착을보였다
(Table 3). 섬유모세포는 대조군보다는 열등하였으나, 피복군
이비피복군보다양호한결과를나타냈다(Fig. 7). 
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Table 2. Viability of fibroblast and Schwann cell on the
calcium phosphate(Ca-P) coated Millipore membrane
assessed with MTT Assay
Control Uncoated Coated
Fibroblast 1.07±0.053* 0.59±0.085 0.85±0.055**
(3T3 cell line)
Schwann cell 0.27±0.025 0.36±0.046 0.45±0.042**
(values represent optical density at 570nm, mean±SD)
Control: Non-treated 96-well culture plate
Uncoated: Millipore membrane that fitted at 96-well culture plate
Coated: Ca-P coated Millipore membrane that fitted at 96-well culture plate
*: statistically significant relative to coated and uncoated group(Mann-Whitney
U-test, p<0.0001)
**: statistically significant relative to uncoated group(Mann-Whitney U-test,
p<0.0001)
Fig. 5. Nerve Conduit made with Millipore� membrane.
(internal diameter 2mm and length 20mm) 
Fig. 6. Scanning electron photomicrograph of Millipore� membrane(A) and Ca-P coated Millipore�
membrane(B). Arrows indicate 0.45㎛ sized pore and there was no change in pore size after Ca-P
coating.(SEM, ×5000) 
Fig. 7. Scanning electron photomicrograph of NIH 3T3 cells(A) and Schwann cells(B) on coated











8). 배양 2주째평균 95×105 개의세포수를보였으며, 섬유모세
포와는 달리 방추형의 양극성(bipolar) 세포가 관찰되었다. 위
의 세포를 3주 배양하여 S-100 염색할 경우 작은 방추형(spin-
dle-shape)으로보이고세포체(soma)와분지하는여러돌기들이
관찰되었으며, 세포돌기들이나란히배열되는특징적인모습
(parallel orientation)을 볼 수 있었다(Fig. 9). 세포수를 살펴보면,
배양 1일 째에는 섬유모세포가 4.28±6.7×105개, 슈반세포가
0.044±0.02×105개였으며, 1주째에는섬유모세포가 12±2.7×
105개, 슈반세포가 15.2±4×105개, 2주째에는섬유모세포가 5.5
±1.8×105개, 슈반세포가 96.6±9.6×105개로 되고 3주째에는
섬유모세포가 2.75±1.8×105개, 슈반세포가 82±9.2×105개였
다(Fig. 10).
4. BDNF 유전자의 발현 및 LacZ Adenovirus의 슈반세포
내로 이입
1) RT-PCR을통한BDNF 유전자발현확인
배양된슈반세포와 BDNF-Adenovirus에 50 m.o.i.로감염된슈
반세포에서 RNA를추출한다음, PCR을수행한결과 423bp의
위치에서 PCR band가관찰되었다(Fig. 11). PCR band의밝기는
BDNF-Adenovirus에감염된슈반세포에서훨씬선명하였다. 또
한 PCR band에서검출된 DNA의농도는슈반세포에서 0.69 ㎍/
㎕, BDNF-Adenovirus에감염된슈반세포에서0.795 ㎍/㎕이었다. 
2) LacZ Adenovirus의슈반세포내로이입
화상분석결과 m.o.i.가증가할수록감염된세포가늘어났으
Table 3. Cellular adhesion fibroblast and Schwann cell on
the calcium phosphate(Ca-P) coated Millipore membrane
assessed with SEM 
Control Uncoated Coated
Fibroblast 85.38±23.53 23.29±7.24 52.54±14.35
(3T3 cell line)
Schwann cell 22.38±14.24 24.36±5.55 38.21±7.05
(values represent cell number/600 ×500 μm, mean±SD)
Control: Non-treated 96-well culture plate
Uncoated: Millipore membrane that fitted at 96-well culture plate
Coated: Ca-P coated Millipore membrane that fitted at 96-well culture plate
Fig. 8. Photomicrograph of cultured Schwann cells,
after 2 weeks.(phase-contrast, ×100)
Fig. 9. Photomicrograph of S-100 immunoflorescent
staining of cultured Schwann cells showing parallel
oriented cellular processes and positively stained
cytoplasm.(×200) 
Fig. 10. Change of cell number of Schwann cell &
fibroblast population through the time course after
primary culture.















인회석 박막 피복 도관과 Brain-derived neurotrophic factor(BDNF) 유전자 이입 슈반세포를 이용한 백서 좌골신경 재생에 관한 연구
209
며, 50 m.o.i.부터거의모든세포가청색으로발현되기시작하
여 75 m.o.i.에서 가장 세포독성이 없이 LacZ 유전자를 발현하
였다. 이들 슈반세포들은 매우 밀집된 소용돌이의 형상으로
배열되어있었으며, 정상적인슈반세포와형태학적으로차이
가없었다. 그러나 100 m.o.i.부터는세포에손상이일어나기시
작하였으며, 250 m.o.i.에서는 대부분의 세포들이 사멸하였고,
살아남은 세포의 경우에도 청색발현을 하더라도 형태학적으
로이상을보이는경우가많았다(Fig. 12). 
5. 인회석박막 피복 도관과 BDNF 유전자 이입 슈반세포
를 이용한 신경재생 동물실험 및 평가
1) 좌골신경기능지수
술후 12주째에walking tract를이용하여보행을두번측정한
다음 이를 바탕으로 각 실험군 및 대조군에서 좌골신경 기능
지수를계산하였는데, BDNF-Sch 군에서 -65.26 ± 29.63, 그다
음이Sch군에서 -75.02 ± 19.43, 그리고MEM군에서는 -81.76 ±
33.65의순으로 BDNF-Sch 군에서가장좋은기능을보여주었




BDNF-Sch 군에서신경역치가 1,960 ± 2,833 ㎂로가장낮았
으며, 다음이 Sch군, 그다음이 MEM 군이었다. 신경전도속도
는 BDNF-Sch 군이 29.98 ± 7.71 m/sec, Sch군이 20.91 ± 6.03
m/sec, MEM군이 17.22 ± 6.92 m/sec으로 BDNF-Sch 군에서 가
장좋은결과를보였다. 그러나신경역치와전도속도모두정
상신경과는큰차이를보여기능적으로정상신경에는미치지
못하였던 좌골신경기능지수의 결과를 다시 한 번 확인할 수
있었다. Kruskal-Wallis Test (p<0.05)를 시행 한 후 Duncan’s











cle) 면적(mm2), 축삭 밀도(axon/mm2) 및 신경수초 두께를 측정
Fig. 11. In vitro characterization of insfected Schwann
cells with RT-PCR. Prominent PCR band at 423bp
level was detected in BDNF-Ad infected Schwann
cells compared with non-infected Schwann cells.
Fig. 12. Cultured Schwann cells were transfected with
LacZ adenovirus to determine transfection efficiency
and β-gal stained. β-gal expression was minimal
with 10 m.o.i. of infection(A), β-gal was expressed
in most of cells with 50 m.o.i.(B), and cells-toxicity
was shown at 100 m.o.i.(C). There were no viable
cells with 250 m.o.i.(D).(photomicrographs, ×100)
Table 4. Sciatic function index of each group at post-
operative 12 weeks
SFI MEM(n=8) Sch(n=8) BDNF-Sch(n=8)
Mean±S.D. -81.76 ±33.65 -75.02 ±19.43 -65.26 ±29.63
Range -62.39�-128.10 -70.62�-89.22 -44.54�-90.21
BDNF-Sch: The groups grafted with Ca-P coated Millipore conduit that filled
with BDNF-Schwann cells. 
Sch: The groups grafted with Ca-P coated Millipore conduit that filled with
Schwann cells. 




Table 6. Fascicle area, axon density and myelin thickness of each group at post-operative 12 weeks
Normal(n=25) MEM(n=8) Sch(n=8) BDNF-Sch(n=8)
Fascicle area(mm2) 0.47 ±0.092 0.15 ±0.111 0.18 ±0.074 0.22 ± 0.057
Axon Density (axon/mm2) 20,289 ±2,486 19,482 ±5,805 21,009 ±2,971 29,516 ±5,827*
Myelin Thickness(㎛) 1.73 ±0.117** 1.16 ±0.184 1.13 ± 0.225 1.20 ±0.262***
(values represent mean±SD) 
BDNF-Sch: The groups grafted with Ca-P coated Millipore conduit that filled with BDNF-Schwann cells. 
Sch: The groups grafted with Ca-P coated Millipore conduit that filled with Schwann cells. 
MEM: The groups grafted with Ca-P coated Millipore conduit that filled with media(MEM) only.
*: statistically extremely significant relative to Normal, Sch and MEM group (p<0.0001, Kruskal-Wallis Test) 
**: statistically extremely significant relative to Sch and MEM group (p<0.0001, Kruskal-Wallis Test)
***: statistically extremely significant relative to Sch group (p<0.0001, Kruskal-Wallis Test)
Table 5. Threshold and conduction velocity(CV) of each group at post-operative 12 weeks
Normal(n=46) MEM(n=8) Sch(n=8) BDNF-Sch(n=8)
Threshold(㎂)(mean) 84.09 ±48.11 3,312 ± 2,905 2,950 ±3,681 1,960 ±2,833
CV(m/sec)(mean) 45.29 ±20.81 17.22 ±6.92 20.91 ±6.03 29.98 ±7.71*
(values represent mean±SD)
BDNF-Sch: The groups grafted with Ca-P coated Millipore conduit that filled with BDNF-Schwann cells. 
Sch: The groups grafted with Ca-P coated Millipore conduit that filled with Schwann cells. 
MEM: The groups grafted with Ca-P coated Millipore conduit that filled with media(MEM) only. 
*: statistically significant relative to MEM group (p=0.0018, Kruskal-Wallis Test) 
비교하였다(Table 6). 신경속의 단면적은 정상군이 0.47±0.092
mm2로가장넓었고, BDNF-Sch 군이 0.22±0.057 mm2, Sch 군이
0.18±0.074 mm2, MEM 군이 0.15±0.111 mm2 으로정상군을제
외하고는 각 군 간에 유의할 만한 차이를 보이지 않았다(Fig.
14). 축삭의밀도는BDNF-Sch 군이 29,516±5,827 axon/mm2로제
일높았다. Sch 군이 21,009±2,971 axon/mm2, 정상군이20,289±
Fig. 13. Regenerated sciatic nerves 12 weeks after
surgery(Lt; BDNF-Sch, Center; Sch, Rt; MEM)
Fig. 14. Fascicle area of regenerated sciatic nerves
12 weeks after surgery
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Fig. 15. Axon density of regenerated sciatic nerves 12
weeks after surgery
Fig. 17. Cross sectional photomicrograph of regenerated nerve in groups grafted with Ca-P coated Millipore
conduit that filled with BDNF-Ad infected Schwann cells. Arrowheads indicate Millipore conduit that surrounds
regenerated axons(A, Toluidine blue, ×40), and arrows indicate myelinated axons(B, Toluidine blue, ×100). 
Fig. 18. Cross sectional(A) and longitudinal(B) photomicrographs of regenerated nerve in groups grafted with
Ca-P coated Millipore conduit that filled with BDNF-Schwann cells. (S-100 immunohistochemical stain, ×40)
Fig. 16. Myelin thickness of regenerated sciatic





2,486 axon/mm2, MEM 군은 19,482±5,805 axon/mm2로제일밀도
가 낮았다. Kruskal-Wallis Test 결과 BDNF-Sch 군과 정상군,
MEM 군, Sch 군간에는매우의미있는차이(p<0.0001)가있었
으나 나머지 군 간에는 차이가 없었다(Fig. 15). 신경수초 두께
의경우정상군이 1.73±0.117 ㎛로가장두꺼워 Kruskal-Wallis
Test (Nonparametric ANOVA) 결과 MEM 군및 Sch 군과의비교
에서매우의미있는차이(p<0.0001)가있었으며, BDNF-Sch 군
은 1.20±0.262 ㎛로 Sch 군과의비교에서매우의미있는차이
(p<0.0001)를보였다(Fig. 16, 17).
그리고신경을종으로그리고이식중앙부에서단면으로잘
라 S-100으로면역화학적염색을하였을때에도 BDNF-Sch 군
에서신경재생이제일많이관찰되었으며(Fig. 18), 그다음이
Sch 군이었다(Fig. 19). MEM 군에서는신경연속성이이루어지
지않은경우도많았다(Fig. 20).
Ⅴ. 고 찰






구되는 재료는 천연재료와 합성재료로 나눌 수 있는데, 천연
재료는 생체 친화성이 높고 독성이 적으며, 슈반세포와 같은
지지세포의이동을촉진시키고대부분생분해되어 2차수술
이 필요 없다는 장점이 있다. 주로 사용된 천연재료로는
근육62), 정맥, 인대63), 신경외막(epineural sheath)과 지방막(fat
sheath) 등이있다. 최근에는이종이식재의처리가발달함에따
Fig. 19. Cross sectional(A) and longitudinal(B) photomicrographs of regenerated nerve in groups grafted with
Ca-P coated Millipore conduit that filled with Schwann cells. (S-100 immunohistochemical stain, ×40)
Fig. 20. Cross sectional(A) and longitudinal(B) photomicrographs of regenerated nerve in groups grafted with
Ca-P coated Millipore conduit that filled with media(MEM) only. In longitudinal section, discontinuity of nerve
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라 무세포성 이종이식재64)를 신경재생의 유도체로 이용한 여
러 연구들이 진행되고 있다. 하지만 천연재료는 면역반응을
일으킬수있고, 대량생산의어려움등의단점이있다. 이러한





시스템에 따라 신경재생이 영향을 받음이 알려 졌으며, 과거






유도가 중요한 것으로 알려져 있는데, 현재까지 개발되어 있
는신경재생촉진용재료표면은대개소수성이기때문에슈반
세포의 부착이 어려워 신경섬유 재생 유도에 어려움이 있다.
따라서신경재생촉진용재료는신경재생에유리한내면의형
태와 슈반세포 등 지지세포들의 부착 성장을 돕도록 도관의
내면을변화시켜야할필요가있다. 
본연구에서사용한밀리포아필터는미세공성이어서주위
조직으로부터 영양공급이 가능하고, 매우 저렴하며, 다양한
굵기로제조할수있었다. Salonen 등70)은치은상피세포를이용
하여 밀리포아 필터 및 차폐막으로 사용되는 여러 다른 종류








세포 등과 생체적합성이 있는 것으로 알려져 있다. 김 등60)은
저온에서흡수성봉합사 (Vicryl, Ethicon, UK) 표면에저결정성








양이 많을수록 L929 세포의 부착이 늘어났다고 보고하였다.
이점에본연구자는비록뼈나경조직유래세포는아니지만
슈반세포역시인회석결정표면에존재하는불안정이온에서





필터는 배양접시 보다도 더 나은 슈반세포 부착과 성장 조건
을 가지고 있으며, 섬유모세포에는 그 반대의 결과를 보이는
흥미로운점이관찰되었다. 이것의의미는신경도관으로신경
결손부를 재건하고자 할 경우 도관 내에 재생되는 뉴론 외에
반흔 조직으로 도관 내강이 줄어들게 되면 신경 재생에 장해
가 되게 되는데, 밀리포아 도관은 이러한 점에서 섬유모세포
의증식을억제하여섬유성조직형성을낮추어재생관의역할
에좀더도움이될것으로생각되었다.





과 같이 뼈로 둘러싸인 신경 결손 재건에서 생체적합성이나
도관 주위로의 뼈 재생 측면에서 일반 도관보다 훨씬 양호할
것으로 추측되었다. 그리고 인회석 박막을 피복하였을 경우
전반적으로밀리포아관이딱딱해져기계적물성이증가하여
도관의 내강 유지 면에서도 유리하였으며, 잘 부스러지는 필
터를 견고히 하여 신경 말단과 봉합을 할 경우에도 찢어지거
나부서지는단점을보완할수있었다. 인회석박막형성시박
막의두께는 2-100nm 정도로세공의크기를크게 변화시키지
않았다. 그러나피복방법및상태에따라박막두께가 2-3㎛까
지 증가할 경우 밀리포아 관의 세공을 막는 결과가 초래되므
로이를보완할방법이모색되어야할것으로사료되었다.
본 연구에서 처음에는 백서 성체의 좌골 신경을 채취한 후
외식체를여러차례콜라겐을피복한배양용기로옮김으로써
섬유모세포를순차적으로제거하여슈반세포를순수분리배
양하는 Morrissey 등의 방법을 사용하였으나, 그 수율이 낮고










주내에 어떤 처리를 하느냐에 따라 주로 분포하는 세포수의
현격한차이를보이게된다. 특히, 성장억제제의처리방법및
순서그리고양에따라여러다른결과를보이게되어향후계
속적인 연구가 필요한 부분으로 생각되었다. 5-FU와 같이 성









매 2일마다처리했으며, 계대배양후 1회까지만첨가해주었다.
우리는 슈반세포에 대한 신경영양인자(neurotrophic factors)로
GDNF 4㎕를 첨가해주었는데, GDNF는 도파민 수용기
(dopaminergic receptor)에결합하는 TGF-superfamily의일원이다73).
현재까지 밝혀진 GDNF family는 모두 4가지인데 GDNF, neur-
turin(NTN), persephin(PSP) 및 artemin (ART)이며74), 모두 Ret tyro-
sine kinase receptor와GFRα와특이적으로결합한다. GDNF는특




geting과 branching에 필수적인 인자로 성장하는 neuromuscular
junction의 synapse 형성을 촉진시키고75), 수초성 운동신경섬유
의 성장과 축삭 손상이 오래된 운동신경의 축삭의 재생을 촉
진시키는 것으로 알려져 있다. Hoke 등76)은 백서에게 과량의










증식에 관여하는 여러 약제 및 인자에 대한 연구가 활발하게





하여 GGF는 neuregulin family의 일원이며, 다른 3종류의 단백
질, Acetylcholine-receptor-inducing activity(ARIA), neu differentia-
tion factor(NDF/NRG-β) 등37,38)과 함께 같은 유전자가 서로 다르
게접합되어발현되는것으로알려졌다. 또한, GGF는 epidermal
growth factor(EGF)의 세포막 외측 영역과 상동관계인 것으로
알려졌으며, ErbB 수용기39,40)들을 통해 슈반세포에 비슷한 영
향을 미치는 것으로 보고되었다. 이러한 연구들을 통해 얻은
결과를토대로위의영양인자및필수적인영양인자를첨가한
무혈청 배지30,31)를 이용한 섬유모세포 증식의 억제 및 슈반세
포 배양을 시도한 많은 연구결과들이 보고되고 있으며, Chen
등77)과 Mohanna 등78)은 rhGGF2를각각말초신경압박손상부와
결손부에주입한결과슈반세포의증식을통한신경축삭의재
생을 관찰하였다고 보고하였다. 그 밖에 forskolin, cholera toxin
등31)이 슈반세포에 대하여 증식인자로 작용한다고 보고된 바
있으며, Verdu 등41)과 Keilhoff 등42)은 슈반세포의 체외배양 시
그증식능을극대화하기위해체내에서말초신경에미리손상
을주어변성시키는방법을보고하기도하였다. 
슈반세포와 신경축삭간의 상호작용에 관한 정확한 기전은
완전히 밝혀지지는 않았으나 슈반세포는 신경축삭의 성장에
필수적인기질을제공하고여러종류의생물활성인자를분비
하는것으로알려져있다. 슈반세포는라미닌, 콜라겐, 같은세
포외기질을생산하고, L1, N-catherin, γ1 integrin 및 N-CAM(cell
adhesion molecule) 과같은세포부착단백질을생산하며18), NGF,
BDNF, ciliary neurotrophic factor(CNTF)와같은신경영양인자를
분비한다19). 슈반세포는신경능(neural crest)세포에서기원하여
쥐의경우태생 15일에서 17일사이에그전구세포로부터분화
하는 것으로 밝혀졌으며20,21), 이 시기에 전구세포와 구별되는
S-100 단백질, Krox-20의발현22) 등의형질변환을하는것23)으로
보고된바있다. 또한이러한슈반세포의분화는발생할때부







세포의 생존 및 증식을 통하여 축삭의 재생이 유도된다는 점
에서매우중요한의미를갖는다. 또한체외배양할경우슈반
세포는 생존에 필요한 여러 자가 분비 영양인자를 충분한 농
도로생산할수있는밀도까지증식할수있다.
본연구에서사용한신경성장인자인BDNF는NGF와구조적
으로 유사하며, 특히 50%이상의 amino acid sequence homology
를 갖는 단백질로 신경계 내의 여러 종류의 신경세포(특히
medium-fiber sensory neuron, motorneuron 등)의생존과분화에관
여 한다79). BDNF는 NT-4/5와 함께 TrkB receptor에 특이적으로
결합하며 p75 low affinity neurotrophin receptor에도작용한다. 결
국 BDNF는 TrkB receptor가분포하는신경조직에작용을하는
데, TrkB receptor는 안면신경 및 좌골신경에도 많이 분포하는
것으로 보고되고 있다80,81). 하지만 말초신경재생에서 BDNF의
역할에대하여서는실험하는디자인에따라서다양한결론으








우 p75 수용기와 결합함으로써 축삭재생을 저해한다고 보고














운반체로 virus를 이용하여 유전자를 virus표면에 붙이거나 그
안에넣어전달할수있다. Virus를이용한유전자치료에주로
사용되고있는 retrovirus는감염된후 viral DNA가분열하고있
는 세포의 염색체 안으로 끼어 들어간 다음 증폭하는 생장주
기를갖는다. 이러한특성상 retrovirus는투입된유전자를장기
간지속적으로발현시켜야하는선천성유전병의치료에적당
하나 유전자의 전달 부위가 분열 중인 세포(dividing cell)를 가
진 조직으로 한정 된다48,86,87). 이 때 투입된 유전자는 염색체에
무작위로삽입되기때문에정확한유전자의발현을조절할수
없고 또한 retrovirus는 유전자치료에서 요구되는 높은 역가
(high titer)로 virus를 생산하기 어렵다는 단점이 있다. 따라서
retrovirus에의한유전자전달방법은세포분열이끝난신경세




니라 신경세포와 같이 최종 분화된 비분열 세포(non-dividing
cell)에도감염할수있는폭넓은숙주범위를갖고있으며안
정성 면에서 고려 할 때 adenovirus는 숙주의 염색체에 삽입되
지 않고 경미한 호흡기 질환을 유발할 뿐이고, virus의 분리와
높은역가로의농축이쉬운장점이있다. 또한재조합 adenovi-
ral vector는 숙주의 유전자에 영구적으로 이입되지 않으므로
세포의 성질을 변화시키지 않으며, 37kb에 이르는 높은 trans-
gene capacity를 가지며, 현재까지 연구된 바에 의하면 5-6주간
의 기간 동안 안정적으로 발현하는 것으로 보고되고 있어 말
초 신경 재생을 위한 충분한 기간 동안 신경성장인자의 발현
을기대할수있다55,88). 
본 연구에서는 BDNF-Ad shuttle vector와 전체 adenovirus 5의
genome을 가지고 있는 pJM17 plasmid를 293 세포에 동시에 감
염(co-transfection)시켜 adenovirus genome sequence간에 상동성
재조합(homologous recombination)이 일어난 replication-incompe-
tent BDNF-Ad를 사용하였다. 재조합 adenovirus는 viral genome
내에 BDNF sequence가들어있는지 PCR을이용해확인하였고
BDNF-Ad를 single plaque로 분리하여 wild-type adenovirus를 제
거하였다. 최종분리한재조합 virus는다량의 293 세포에감염
시키고이틀후세포가독성을나타낼때세포를채취하고 -80
℃에서냉동과해동을 5회반복하고각단계마다 vortex로과격
히 흔들어 주어 virus 혼탁액을 얻었으며, 이렇게 하여 얻어진
recombinant adenovirus가 E1 유전자위치에 BDNF 유전자를함
유하고, 세포를 감염시켜 BDNF mRNA의 발현을 증가시키는
것을 RT-PCR을 통해 확인할 수 있었다. 배양된 슈반세포와
BDNF-Adenovirus에 50 m.o.i.로 감염된 슈반세포에서 RNA를
추출한 다음, PCR을 수행한 결과 423bp의 위치에서 PCR band
가관찰되었다. PCR band의밝기는BDNF-Adenovirus에감염된
슈반세포에서훨씬선명하였다. 또한정량적으로비교할수는
없으나 PCR band에서 검출된 DNA의 농도는 슈반세포에서
0.69 ㎍/㎕, BDNF-Adenovirus에 감염된 슈반세포에서 0.795 ㎍/
㎕으로 감염된 슈반세포에서 높게 검출되었다. 그러나 이는
단지유전자의발현을측정한것으로실질적인 BDNF 단백질
의분비를측정하기위해서현재 ELISA를통한 BDNF의분비





구멍이 없는 실리콘 튜브를 이용한 재생실험을 하였다. 연구
결과밀리포아필터와슈반세포를이용하여제작한도관을사
용하였을 경우 비록 그 결과가 자가이식 군에는 미치지 못했
지만다른군보다는우수한것으로나타났다. 이는도관을이
용하여근위단에서원위단으로의신경재생에통로역할을할




실리콘 관을 이용하였을 때는 14mm의 신경결손간격을 연결
할수있을만큼재생이이루어지지않아단순포관술이신경
결손간격이길때는한계가있다는사실을보여주었다. 여기
서 실험을 한 단계 나아가 미세공성 도관을 인회석 박막으로
피복하였을 경우에는 피복하지 않았을 뿐 아니라, 박막을 일
정하게피복하는데아직기술이따르지는못하였지만, 수차례
의실험을반복한결과우리는확실히인회석박막피복도관
이 신경재생관으로 사용하기에 한결 낫다고 생각이 되었다.
인회석박막피복도관과BDNF-Ad를감염시킨슈반세포를이
용한 신경재생법은 우리가 적용하였던 어떠한 재생방법보다
신경기능이나조직형태학적으로양호한결과를보여주었다.
하지만이렇게향상된결과에도정상신경과는기능형태적으
로 다소 거리가 있었는데, 동종 슈반세포 사용의 문제점이나
슈반세포의 삼차원적인 배양 및 이식 , 흡수성 재료인








합한미세공성밀리포아필터로내경 2mm, 길이 17mm의신경
재생관을 만들고, 관 내면을 슈반세포의 부착과 생존을 증진
시키기위해준안정의칼슘-포스페이트용액으로인회석박막
피복처리를 하였다. 동종 슈반세포의 효과적인 분리 및 증식
을위하여기존의슈반세포배양법을개선하여태생 1일백서
의 척수후근절을효소처리및 DNA 합성억제제를이용하여
배양한 다음, hBDNF cDNA를 복제하여 제작한 BDNF-
Adenovirus를 배양된 슈반세포에 감염시켰다. 감염된 슈반세








2. 태생 1일의 백서 척수후근절에서 Ara-C의 반복적 처리와
GDNF의적절한투여로효과적인슈반 세포배양법을확립
하였다
3. Replication-defective adenoviral vector와 293 세포를 이용하여
제작한 BDNF-Adenovirus를1차 배양된 슈반세포에 감염시
킨후 BDNF 유전자의발현정도를 RT-PCR 을통해파악한
바 PCR band의밝기는BDNF-Adenovirus에감염된슈반세포
에서 훨씬 선명하였으며, PCR band에서 검출된 DNA의 농
도는 슈반세포에서 0.69 ㎍/㎕, BDNF-Adenovirus에 감염된
슈반세포에서 0.795 ㎍/㎕이었다. LacZ adenovirus를 이용한
슈반세포에대한바이러스감염효율과세포독성조사에서




의 신경결손부를 형성하고, BDNF-Adenovirus 이입 슈반세포
(1.0×106개)를채운인회석박막피복신경재생관으로재건하
여술후 12주째보행, 신경생리학적및조직형태학적으로신
경재생 정도를 평가한 결과, 유전자를 조작하지 않은 슈반세
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